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Contribution à la toxicologie du bétail. 
Titrage de l'activité cholinestérasique sanguine 
des bovins 
par R. CHARY, R. J A YOT, P. BOCQUET(*) 
En tant que test diagnostic des intoxications par les esters­
phosphates insecticides, l'estimation de l'activité cholinestérasique 
(ChE) sanguine présente un intérêt tout particulier chez les ani­
maux de l'espèce bovine. 
Consommation de denrées fourragères souillées de résidus insec­
ticides, léchage de produits répandus sur les vergers ou dans les 
étables, absorptions accidentelles par méprises ou malveillances 
peuvent être à l'origine d'intoxications qui peuvent se multiplier 
avec l'extension des emplois des insecticides organo-phosphorés 
en agriculture et dans les thérapeutiques antiparasitaires animales 
(S. DALGAARD-MIDDELSEN, J. L. Mc GrnR, R. Vu1LLAUME, 1956). 
On sait que le pouvoir insecticide de ces substances, de même que 
leurs effets sur les animaux supérieurs sont liés à une « lésion bio­
chimique » spécifique des cholinestérases. 
Avant même qu'apparaissent les perturbations nerveuses de 
l'intoxication, l'atteinte de l'organisme est révélée par un fléchisse­
ment de l'activité ChE des tissus que l'on peut mettre en évidence 
par la mesure in CJitro du pouvoir hydrolysant du sang à l'égard de 
l'acétylcholine. C'est le principe de la méthode communément 
appelée « dosage des cholinestérases sanguines ». 
De nombreuses méthodes permettent cette mesure (K. B. Aucus­
TINSSON}. Elles ne sont cependant pas indifféremment applicables 
à toutes les espèces animales : les ChE des tissus de l'homme et des 
animaux n'ont pas les mêmes spécificités d'action vis-à-vis des 
divers esters de la choline et leur répartition quantitative dans les 
tissus et le sang est très inégale d'une espèce à l'autre. Le titrage 
exige donc une méthode réalisant les conditions les plus appropriées 
(*) Avec l'aide technique de M. M. H. PARENT, Licencié-es-Sciences et 
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à chaque espèce animale. Le but de cette étude a été précisément 
de rechercher une méthode applicable dans les meilleures conditions 
pratiques à la mesure del' actiCJité ChE du sang des boCJin s. 
MÉTHODES ÉLECTRO pH MÉTRIQUES 
D'une façon générale le titrage des ChE repose sur l'appréciation 
de la quantité d'acétylcholine (1) hydrolysée dans l'unité de temps 
par un volume unitaire de plasma ou d'hématies. Cette quantité 
d 'acétylcholine est le plus souvent mesurée indirectement par esti­
mation de la quantité d'acide formée par sa scission enzymatique ; 
en définitive, l'opération se ramène à une mesure acidimétrique, 
titrimétrique ou pH métrique. 
Parmi les nombreuses méthodes proposées, la méthode électro pH 
métrique de H. O. MICHEL (1949) est l'une des plus utilisées. La 
vitesse d'hydrolyse de l'acétylcholine par l'échantillon de sang 
(hématies ou plasma) à éprouver est mesurée par l'abaissement de 
pH provoqué en milieu tamponné par la libération d'acide acétique. 
L'activité des ChE décroissant de part et d'autre d'une valeur 
optimale du pH n'est mesurable que dans une zone assez étroite 
(pH 8 à pH 6), ce qui oblige à opérer en milieu tamponné. En outre, 
si l'on veut corriger cette inhibition d'activité au fur et à mesure 
de l'acidification du milieu et obtenir que l'abaissement de pH 
demeure une fonction linéaire du temps, il faut employer un tam­
pon dont le pouvoir tamponnant diminue lui-même vers les pH 
acides. Cette condition est réalisée dans la méthode de MICHEL par 
l'emploi d'un tampon barbital-phosphate, prototype des tampons 
utilisés dans toutes les méthodes pH métriques de titrage des ChE. 
Le plasma, les hématies ou le sang total dilués sont mélangés au 
tampon dans de petits récipients placés dans un bain-marie à 25oC 
ou 37°C. On mesure à l'aide d'électrodes verre-calomel plongeant 
dans le mélange le pH initial et sa décroissance au cours de l 'hydro­
lyse du substrat. 
Nous avons évoqué ici même (R. CHARY, P. BOCQUET, R. JAYOT, 
1959) la difficulté d'adapter les conditions de titrage à la richesse 
et aux particularités enzymatiques du sang des divers animaux. 
La méthode de MICHEL donne pour valeurs normales de l'actirité 
cholinestéra sique des globules rouges (en unités pH/heure). 
(1) ou de divers autres esters de la choline servant de substrats à l'activité 
des cholinestérases. 
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Homme: 0,70 (0,56 à 0,79) - Bovins: 0,37 (0,30 à 0,46). 
Les variations de pH enregistrées avec le sang des bovins sont 
trop petites pour permettre une mesure précise des activités ChE 
normales ou partiellement inhibées sous l'action d'un anticholi­
nestérasique. Pour obtenir une variation de grandeur satisfaisante, 
il faut modifier les conditions offertes à la réaction : force du tam­
pon, concentration du substrat, etc ... 
La meilleure tentative effectuée dans ce sens est la variante de la 
méthode de H. O. MICHEL décrite par C. H. HANSSON (1956-1957). 
Les modifications apportées par cet auteur consistent dans 
l'emploi d'un tampon atténué (solution pour globules rouges de 
MICHEL diluée au tiers) et dans le choix de rapports différents 
entre les concentrations finales respectives en substrat (0,007 4 M) 
-et en enzyme (hématies ou plasma dilués au 1/33). 
Les résultats publiés par C. H. HANSSON (1957) et plus récem­
ment par Y. et M. RucKEBUSCH (1959) (1) montrent la parfaite 
validité de cette méthode pour la mesure des activités sanguines 
des animaux domestiques (2). 
Nos essais sur le sang de trente sujets adultes en état de santé 
montrent également que l'activité moyenne des hématies d'origine 
bovine (à l'égard du chlorure d'acétylcholine) se traduit par des 
variations de pH atteignant des chiffres mesurables avec toute 
sécurité dans les délais de 15 à 30 min. 
Variations de pH enregistrées à 25°C avec le 
sang des bovins selon la technique de C. H. 
Matériel enzymatique 1-IANssoN (1957) (en unité pH) (3) 
15 minutes 30 minutes 60 minutes 
Hématies . . .. . . . . .. 0,58 1,08 1,76 
lavées . . . . . . . .. . . . (0,46 - 0,89) (0,82 - 1,30) (1,34 - 1,98) 
Sang total . . . . .. . . . Î 0,43 0,79 1,35 
(dilution 1/33) ..... (0,34 - 0,56) (0,60 - 1,02) (1,06 - 1,74) 
( 1) Ces auteurs utilisant une concentration finale en substrat de 0,0091 M. 
(2) On se reportera aux publications des auteurs précédents pour les 
détails concernant le mode opératoire. 
(3) Chiffres corrigés de la variation de pH imputable à l'hydrolyse.sponta­
née du substrat. 
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APPLICATION COLORIMÉTRIQUE DES MÉTHODES PRÉCÉDENTES 
La méthode de HANSSON convient donc parfaitement aux 
recherches dans un laboratoire possédant un pH-mètre d'assez 
grande précision (lecture au 1/100 d'unité) et un bain-marie réglable 
à 0, 1°C près, appareillage dont ne disposent pas toujours les labo-
ratoires de diagnostic. 
' 
C'est la raison pour laquelle nous avons recherché une méthode 
capable d'objectiver par des variations de pH appréciables à 
l'aide d'un pH-mètre ordinaire ou par le changement de teinte d'un 
indicateur coloré, l'activité des hématies des bovins. Nous nous 
sommes inspirés dans ce but des « tests de campagne » utilisés à 
l'étranger pour l'estimation calorimétrique CJisuelle rapide des ChE 
sanguines chez les travailleurs agricoles employés aux manipula­
tions des phosphates insecticides (G. LIMPEROS et K. E. RANTA, 
1953). 
Dans ces techniques dont il existe plusieurs variantes, la vitesse 
de l'hydrolyse est appréciée par le changement de teinte que subit 
le bleu de bromothymol dans l'intervalle des pH 7,5 à 6. D. H. Cox, 
B. R. BAKER, D. M. HARRIS (1958) déjà, ont décrit un test colori­
métrique fondé sur ce principe et applicable au bœuf et au porc. 
L'adaptation quantitative de cette méthode au sang des bovins 
doit tenir compte de ce que cette espèce ne possède pratiquement 
pas de cholinestérases dans le plasma mais .seulement dans les glo­
bules rouges. Pour obtenir une variation de pH appréciable par esti­
mation colorimétrique (où à l'aide d'un pH-mètre ordinaire à lecture 
au 1/10 d'unité), il est indispensable d'opérer en milieu très faiblement 
tamponné. Si l'on veut diminuer au maximum l'influence du pou­
voir tamponnant propre des hématies et éviter que les changements 
de teinte de l'indicateur coloré soient masqués par l'hémoglobine, 
il convient de diluer le plus possible les globules rouges dans le 
milieu de réaction (dilution finale au 1/200). 
Il est ainsi possible d'obtenir en 30 min. une variation de pH 
satisfaisante à condition d'opérer à 37°C, en milieu additionné d'une 
quantité suffisante de chlorure de potassium (activateur de la 
cholinestérase érythrocytaire) et en présence d'acétylcholine à la 
concentration de 0,0056 M voisine de la concentration optimale 
d'action de la cholinestérase globulaire. 
-1° PrélèCJement du sang : 10 ml de sang veineux (sur sermgue 
mouillée d'une solution aqueuse fraîche d'héparine à 25 mg. par 
ml.). 
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2° Préparation des hématies : Après centrifugation 20 min. à 
4.500 t/min., lavage du culot au sérum physiologique à 9 p. 1.000 
et deuxième centrifugation, on prélève dans la partie profonde du 
sédiment 0,5 cm3 d'hématies que l'on hémolyse dans 49,5 cm3 d'une 
solution aqueuse de saponine à 0,1 g. p. 1.000 (hémolysat au 1/100). 
3° Solution tampon colorée : 
Barbital sodique ........ ......... . 
Chlorure de potassium ........... . 
Bleu de bromothymol ............. . 
Eau hi-distillée .................. . 
0,315 g. 
68 g. 
0,142 g. (1) 
Q.S. p. 1.000 ml. 
Fraîchement préparée, cette solution de coloration verte doit 
être à pH 8,10 environ (conservation 5 jours à + 4°C). 
4° Solution de substrat : Chlorure d'acétylcholine en solution 
aqueuse à 10 mg. par ml. (conservation 5 jours à + 4°C). 
La réaction de titrage s'effectue au bain-marie comme dans les 
méthodes précédentes avec quelques variantes selon que l'on se 
propose d'apprécier l'acidification à l'aide d'un pH-mètre ou 
par les changements de teinte du bleu de bromothymol. 
a) Utilisation d'un pH-mètre : La réaction et les mesures de pH 
sont effectuées dans de petits godets de matière plastique fixés sur 
un portoir métallique immergé à 37°C. 
1) A 5 ml d'hémolysat ajouter 4 ml. de tampon. Attendre 10 min. 
pour porter le mélange à la température requise. 
2) Verser et mélanger rapidement 1 ml. de la solution substrat. 
Noter l'instant précis de cette addition et le pH initial (normale­
ment très voisin de 7 ,5, ce qui correspond à une teinte verte du 
mélange). 
3) Noter ensuite le pH de 10 en 10 minutes jusqu'à la 30e min. 
La variation d'acidité ionique obtenue au bout d'une demi-heure 
fournit en unités pH une mesure satisfaisante de l'activité ChE des 
hématies. Au delà le pH du milieu sort des limites de l'activité 
optimale des ChE et la vitesse d'acidification ne permet plus une 
mesure exacte de la richesse enzymatique des globules rouges. 
4) En toute rigueur un godet témoin garni de solution tampon 
et de substrat et dans lequel l 'hémolysat est remplacé par un 
volume équivalent d'eau distillée doit permettre de mesurer la 
variation de pH imputable à l'hydrolyse spontanée de l'acétylcho­
line. Cette variation n'excède normalement pas quelques centi-
(1) A solubiliser au préalable dans une très petite quantité d'alcool à 95°. 
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mètres à'unité pH : elle ne doit donc pas être appréciable au pH­
mètre à lecture au 1/10. 
5) Résultats : Nous avons enregistré dans les mesures effectuées 
sur 50 bovins adultes (2 à 8 ans) cliniquement sains les valeurs ci­
dessous : 
Variations de pH enregistrées (en unités pH) 
Matériel enzymatique 
10 minutes 20 minutes 30 minutes 
Hématies lavées ..... 0,53 0,9? 1,34 
hémolysées 
. .. . .... (0,!10 - O,?O) (0,?5 - 1,1 ?) (1,10 - 1,55) 
1 
Ces chiffres sont d'un ordre de grandeur appréciable avec une 
précision satisfaisante à l'aide d'un pH-mètre de type courant : 
une variation de pH de 1,2 unités à la 30e min. indiquant une 
activité ChE normale moyenne dans l'espèce bovine. 
6) Estimation calorimétrique 
En réalité l'exploration des ChE en vue du diagnostic des intoxi­
cations n'exige pas une mesure de haute précision. Le tableau pré­
cédent montre que chez les animaux à l'état de santé les écarts 
individuels sont de l'ordre de 15 %· Dans l'intervalle compris 
entre l'activité normale (valeur 100) et l'extinction totale des 
enzymes (valeur 0), il suffit pour estimer ia gravité de l 'intoxica­
tion de connaître si le « niveau » des ChE non. inactivées est de 75, 
50, 25 % (inhibition de 25, 50, 75 °/o). 
Cette estimation peut être obtenue par la seule appréciation 
visuelle des changements de teinte de l'indicateur coloré ajouté à la 
solution tampon. La variation du pH de 7 ,5 à 6,2 enregistrée avec 
un sang normal correspond précisément à l'intervalle de virage du 
vert au jaune orangé du bleu de bromothymol. 
Toutes autres conditions de technique restant identiques, il 
suffit d'effectuer la réaction de titrage dans des tubes à hémolyse. 
Après trente min. d'incubation à 37°C, on compare la teinte du 
mélange réactionnel à celle de tubes colorés témoins obtenus par 
addition d'acide acétique M/100 au mélange hémolysat-tampon 
sans substrat. 
Dans l'intervalle des pH 7,5 à 6,2 il est facile de réaliser extem­
poranément une gamme de 5 témoins colorés en ajoutant dans les 
tubes, sous volume constant, des quantités croissantes d'acide 
acétique conformément au tableau ci-dessous : 
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Ajouter dans chaque 
tube (1) (en ml). Activité N° des Ecart du pH ChE carres- Couleur tubes pl-1 initial pondante Acide Eau bi-
1 
2 
3 
4 
5 
acétique distillée M/100 
7,53 0 0 Vert 0 1 
7,20 0,33 25 % Vert vineux 0,24 0,76 
6,87 0,66 ·50 % Chamois 0,47 0,53 
6,5!1 0,99 75 % Orange 0,71 0,19 
sombre 
6,21 1,32 100 % Orange vif 0,95 0,05 
Un sang d'activité normale donne en 30 min. une couleur orangée 
identifiable à celle du tube 5. L'égalité de teinte avec les tubes 4, 
3, 2, 1 indique des inhibitions de 25, 50, 75, 100 %, approximation 
pratiquement suffisante dans le diagnostic des intoxications par 
les anticholinestérasiques. 
CONCLUSIONS 
Le taux relativement élevé des cholinestérases érythrocytaires 
chez les bovins permet d'estimer l'activité de ces enzymes à l'aide 
d'une méthode pH métrique utilisant les changements de teinte 
d'un indicateur coloré : le bleu de bromothymol. Ce procédé ins­
piré du test de G. LIMPEROS et K. E. RANTA (1953), convenable­
ment adapté aux caractéristiques enzymatiques du sang des bovins, 
permet d'apprécier le niveau de l'activité ChE sanguine avec l'ap­
proximation habituelle des méthodes de mesure colorimétrique 
du pH. 
Sans atteindre à la précision des méthodes de mesure employées 
dans les laboratoires spécialisés d'étude des anticholinestérasiques 
(C. H. HANSSON, 1956-57,, FLEISHER et Coll., 1955), il met à la por­
tée du laboratoire disposant de l'équipement le plus modeste un 
moyen de diagnostic spécifique des intoxications par les composés 
inhibiteurs des cholinestérases et notamment par les esters-phos­
phates insecticides de plus en plus répandus dans les milieux 
agricoles. 
Travail du Centre d'instruction du Service Vétérinaire de 
l'Armée à Compiègne (Oise) et du Centre d'Etudes du Bouchet à 
Vert-le-Petit (S.-et-0.). 
(1) Au mélange hémolysat (5 ml.), tampon coloré (4 ml.). 
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